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(57) Abstract 

The invention relates to a fornnulation . containing a compound which essentially prevents the enterohepatic circulation of 
nucleotide synthesis inhibitors or antagonizes the effect of the nucleotide synthesis inhibitors in a delayed manner; and a 
nucleotide synthesis inhibitor such as brequinar, mycophenolate mofetile, 2-morpholinoethly-(E)^-(1.3-dihydro-4-hydroxy-6- 
methoxy-7-methyl-3-oxoisobenzofuran-5-yl-4-methyl-4-hexenoate. methotrexate, mizoribine and compounds of formula (I) or (II). 
Said formulation Is suitable for treating immunological diseases or cancer or for transplantations. - 

(57) Abr6g6 

Formulation comprenant un compose qui inhibe sensiblement la circulation entero-hepatique des inhibiteurs de la synthese des 
nucleotides ou qui a une action antagoniste retard par rapport auxdits inhibiteurs; et un inhibiteur de la synthese des 
nucleotides tel que le brequinar, le mycophenolate mofetil, le 2-morpholino-ethyl-(E)-6-(1,3-dihydro-4-hydroxy-6-methoxy-7-methyl- 
3-oxoisobenzofuran-5-yl-4-methyl-4-hex4noate. le methotrexate, la mizoribine et des composes de formule (I) ou (II). Cette 
formulation peut etre utilis^e dans le traitement des troubles immunologiques et du cancer, ainsi que dans les greffes. 
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(57) Abstract 



The invention relates to a formulation containing a compound which essentially prevents the enterohcpatic circulation 
of nucleotide synthesis inhibitors or antagonizes the effect of the nucleotide synthesis inhibitois in a delayed manner; and a 
nucleotide synthesis inhibitor such as brcquinar, mycophenolatc mofetile, 2-morphoUnoctfily-(E)-6-(l,3-dihydro-4-hydroxy-6- 
methoxy-7-niethyI-3-oxoisobcnzofiiran-5-yl-4-niethyl-4-hexenoate. methotrexate, mizoribine and compounds of fonnula (I) or (II). 
Said fonnulation is suitable for treating immunological diseases or cancer or for transplantations. 



(57) Zusammen&ssung 

Eine Zubereitung, enlhaltend eine Verbindung, die die enterohepadsche Zitkulation voo Nukleotidsyn- 

theseinhibitorcn tm wescndichen veifaindert oder zeiUich versetzt die Wiilnmg der Nukleottdsynthesein- 

hibitoren antagonisicit. . und einen NukleotidsynthesNnhibitor wie Brequinar, Mycophenolatmofetil, 2-MoiphoIi- 

noethyl~(E)-^l ,3Hlihydro-^-hydroxy-^methoxy-7-4nethyl- Meihotiexat, 
Mizoribine und Veibindungen der Formel (I) oder Ql), eignet sich zur Behandhing von immunologischen Erkiankungen, Krebs oder bei 
lYansplantationen. 
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Zubereitung mit verbesserter therapeutischer Breite, enthaltend 
Nukleotidsyntheseinhibitoren 



Als Lipidsenker bei den heterozygoten familiaren Hypercholesterinamie und anderen 
primdren Hyperlipoproteindmien mit hauptsachlicher Vemnehrung der LDL-Fraktion 
15 Oder chologenen Diarrhden werden stark basische Anionenaustauscher in der 

Therapie eingesetzt. Beispiele fur geelgnete Wirksubstanzen, die als Lipidsenker 
10 eingesetzt werden, sind N-(2-Aminoethyl)-N'-[2-[(2-aminoethyl)amino]ethyI]-1 ,2- 
ethandiamin Polymer mit (Chlormethyl)-oxlran, das auch als Colestipol (Colestid®) 
bezeichnet wird oder Colestyramin (CAS-Nr. 11 041-12-6), das ein Styroldivlnyl- 
benzyl Copolymere 1st. Isoxazol- oder CrotonsSureamidderivate werden in den 
Patentanmeldungen EP 484 223; EP 529 500; US 4 061 767; EP 538 783 oder 
25 15 EP 551 230 beschrieben. Verbindungen die die Purin- oder Pyrimidinsynthese 

inhibieren werden als Nukleotidsyntheseinhibitoren bezeichnet (Burkhardt und 
Kalden; Rheumat. Int. (1997); 17: 85-90), dies sind beispielsweise Verbindungen der 
Forme! I und/oder II, Brequinar (6-Fluor-2-(2'-fluoro[1,1'biphenyl]-4-yl)-3-methyl-4- 
qulnolincartx)nsaure), Mycophenolatmofetil (2-Morpholinoethyl-(E)-6-(1,3-dihydro-4- 
20 hydroxy-6- methoxy-7-methyl-3-oxoisobenzofuran-5-yl)-4-methyl-4- hexenoat), 
Methotrexat (CAS-Nr. 59-05-02) oder Mizoribine (CAS-Nr. 50924-49-7) werden 
3^ nach oraler Applikation Im Darm von Patlenten resorbiert und fOhren nach einer 

kurzzeitigen Erhohung der Blutspiegel nach der Einnahme (Resorptionspeak) zu 
konstant hohen Blutspiegeln. Ober die Leber und die GallenflQssigkelt werden die 
25 obengenannten Nukleotidsyntheseinhibitoren wieder in den Darm ausgeschieden. 
Aus dem Darm kOnnen die genannten ausgeschiedenen Verbindungen teilweise 
wieder resorbiert und in das Blut abgegeben werden. Die genannten Verbindungen 
unterliegen daher der enterohepatische Zirkulation. 
Bei dem Einsatz von Nukleotidsyntheseinhibitoren zur Beelnflussung des 
30 Immunsystems wurde Qberraschender Weise gefunden, dad fur die en/vOnschte 
Wirkung auf das Immunsystem nur kurzzeitige Wirkeffekte dieser Substanzen 
bendtigt werden. Werden Blutspiegel. dieser Substanzen uber einen ISngeren 
50 Zeitraum aufrechterhalten, die zu Wirkeffekten fUhren, so nehmen zwar die 
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Nebenwirkungen zu. die erwunschte Wirkung auf das Immunsystem wird aber nicht 
gesteigert. Dadurch, dali die Wirkeffekte auf eine kurze Zeitspanne begrenzt 
werden, laflt sich die Vertraglichkelt einer Therapie verbessem bei Aufrechterhaltung 
der gewunschten pharmakodynamischen Effekte auf das Immunsystem 
5 (=verbesserte therapeiitische Breite). 

Im Falte von Nukeotidsyntheseinhibitoren, die der enterohepatischen Zirkulation 
unterliegen. kann die Wirkdauer dadurch verkUrzt werden. indem Substanzen 
15 apptiziert werden, welche die enterohepatische Zirkulation unterbrechen. Durch 

Unterbrechung der enterohepatischen Zirkulation, bteibt die envunschte Wirkung auf 
10 das immunsystem bestehen, die Nebenwirkungen werden aber drastisch reduziert. 
Die obengenannten Nukleotidsyntheseinhibitoren konnen auch eine verbesserte 
thierapeutische Breite in ihrer Wirkung aufweisen, wenn Verbindungen die die 
Wirkung der Nukleotidsyntheseinhibitoinen antagonisieren zeitllch versetzt - also 
sp3ter als die Nukleotidsyntheseinhibitoren - appliziert werden. 
25 15 Unter dem Begriff therapeutische Breite wird dabei ein Man fUr die Vertraglichkeit 

eines Arzneimittels verstanden und ist im wesentlichen der Abstand zwischen der 
niedrigsten Dosis, die noch zu den enA/Qnschten therapeutischen Effekten fOhrt und 
der Dosis, die zu Nebenwirkungen fQhrt. Maflstab fur die erzielten Verbesserungen 

30 

sind beispieisweise die Menge an roten Biutkorperchen, Hamoglobingehait, 
20 Hdmatokrit, Menge an Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, Glutamat-Pyruvat- 

Transaminase, atkalischer Phosphatase (aus Knochenmark) Oder Amylase und das 
35 Gewicht im Vergleich mit unbehandelten Patienten. 
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Die Erfindung betrifft daher eine Zubereitung, enthaltend 
25 1) mindestens eine Verbindung, die die enterohepatische Zirkulation der 

Nukleotidsyntheseinhibitoren im wesentlichen verhindert oderzeitiich versetzt 
die Wirkung der Nukleotidsyntheseinhibitoren antagonisiert, und 
2) mindestens einen Nukleotidsyntheseinhibitor aus der Gruppe Brequinar, 
Mycophenolatmofetil, 2-Morpholinoethyl-(E)-6-(1 ,3-dihydro-4-hydroxy-6- 
30 methoxy-7-methyl-3-oxoisobenzofuran-5-yl)-4-methyl-4- hexenoat, 

Methotrexat, Mizoribine und Verbindungen der Fomneln I oder It 
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und/oder eine gegebenenfalls stereoisomere Form der Verbindung der 
20 Formel 1 oder II und/oder ein physiologisch vertragllches Saiz der Verbindung 

5 der FormeMI, wobei 

fur a) (Ci-C4)-Alkyl, 

b) (CrC5)-Cycioalkyl, 

c) (C2-C6)-Alkenyl Oder 

d) (CrCeVAIklnyl, steht. 
10 R^fQra) -CF3. 

b) ' -b-CF3. 

c) -S-CF3, • ' 

d) -OH, 

e) -NO2, 

35 15 f) Halogen. 

g) Benzyl. 

h) Phenyl. 

^ I) -O-Phenyl. 

k) -CNoder 

20 . I) -0-Phenyl, ein Oder mehrfach substituiert mit 

1) (CrC4)-A!kyl, 
45 2) Halogen, 

3) -O-CFsoder 

4) -0-CH3, steht, 
25 R^fOr a) (Ci-C4>-Alkyl. 

b) Halogen, oder 
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5 c) ein Wasserstoffatom steht, und 

X fQr a) eine -CH-Gruppe Oder 
b) ein Stickstoffatom. steht. 

10 

5 Es kann auch eine Mischung der Nukleotidsyntheseinhibitoren und Verbindung der 
Forniel I und 11 oder Saize der Verbindung der Forme! II und eine Mischung der 
Verbindungen, die die enterohepatische Ziriculation der Verbindung der Fonnel I 
15 Oder it inr> wesentlichen vertiindern, eingesetzt werden. 



10 Unter dem Begriff "Verbindung. die die enterohepatische Zirkulation der Verbindung 
der Formel I Oder II im wesentlichen verhindert" werden beispielsweise stark 

20 

basische Anionenaustauscher wie Colestipol und Colestyramin oder Aktivkohle 
verstanden. Unter dem Begriff " Verbindung die zeitlich versetzt die Wirkung der 
Nukleotidsyntheseinhibitoren antagonisieren" werden Verbindungen verstanden wie 
25 15 Uridin. Purin. Purinnukleotide oder Pyrimidinnukleotlde. 



Bevorzugt ist der Einsatz einer Verbindung der Formel I und/oder II und/oder eine 
gegebenenfalls stereoisomeren Fonri der Verbindung der Formel I oder II und/oder 
ein Salz der Verbindung der Formel II, wobei 
20 R^fOr a) Methyl. 

b) Cyclopropyl oder 

c) (C3-C5)-Alkinyl steht, 
r2 fur -CF3 Oder -CN steht. 

fur ein Wasserstoffatom oder Methyl steht. und 

25 X fur eine -CH- Gruppe steht» 

in Kombination mit mindestens einer Verbindung aus der Gruppe Colestipol, 
Colestyramin und Aktivkohle. 

Insbesondere bevorzugt ist die Venwendung von N-(4-Trifluonrnethylphenyl )-5- 
30 methyllsoxazol-4-carboxamid, N-(4-Trifluomnethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy- 

crotonsaureamid, 2-Cyano-3-cyclopropyl-3-hydroxy-acrylsaure-(4-cyanophenyl)- 
amid oder N-(4-Trifluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy-hept-2-en-6-in- 
carbonsSureamid in Kombination mit Colestyramin. 
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Die Herstellung der Verbindung der Formel I oder II erfolgt nach bekannten 
Verfahren wie sie in EP 484 223; EP 529 500; US 4 061 767; EP 538 783 Oder 
EP 551 230 beschrieben werden. Die Ausgangsstoffe der chemischen Umsetzungen 
sind bekannt oder lassen sich nach literaturbekannten Methoden leicht lierstellen. 



Unter dem Begriff AlkyI, Aikenyl oder Alkinyl werden Reste verstanden, deren 
Kohlenstoffkette gerade oder verzweigt sein kann. Femer kOnnen die Aikenyl- oder 
15 Alkinyl-Reste auch mehrere Doppelbindungen beziehungsweise mehrere 

Dreifachbindungen enthalten. Cyclische Alkylreste sind beispielsweise 3- bis 5- 
10 gliedrige Monocyclen wie Cyclopropyl, Cyclobutyl oder Cyclopentyl, Saize der 

Verbindung der Formel II sind, beispielsweise Natriunv oder Lysiniumsaize, die sich 
wie in der Europaischen Patentanmeldung Nr. EP 0769296 beschrieben herstellen 



20 



25 15 Die erfindungsgenna&e Zubereitung eignet sich beispielsweise zur Behandlung von 

immunologischer Erkrankungen 

inflammatorischen und zytotoxischen Prozessen im Zusammenhang mit 
gentherapeutischen Eingriffen 

Krebserkrankungen wie Lungenkrebs. Leukamie, Eierstockkrebs, Sarkome, 
20 Kaposi's Sarkom,.Meninglom, Darmkrebs, Lymphknotenkrebs, Himtunnore, 

Brustkrebs. Pankreaskrebs, Prostatakrebs oder Hautkrebs 
Autolmmunerkrankungen wie systemischem Lupus erythematodes oder 
multipler Sklerose 
Rheumaerkrankungen 
25 - Transplantationen oder Graft-versus-Host-Reaktlonen Oder Host-versus- 
Graft-Reaktionen 

Erkrankungen, die durch stark proliferlerende Zellen verursacht werden 
Psoriasis oder atypischer Denmatitis 
Allergie, Asthma. Urticaria, Rhinitis oder Uveitis 



45 

30 - Typ lUDIabetes 

zystischer Fibrose, Kolitis, Leberfibrose oder Sepsis 
Chronisch entzundliche Erkrankungen wie Arteriosklerose, Morbus Crohn, 
50 Colitis ulcerosa. 
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Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung der Zubereitung, das 
dadurch gekennzeichnet ist, dad man die Nukleotidsyntheseinhibitoren und eine 
Verbindung, die die enterohepatische Zirkulation der Nukleotidsyntheseinhibitoren im 
5 wesentllchen verhindert , oder zeittich versetzt die Wirkung der 

Nukleotidsyntheseinhibitoren antagonisieren, mit einem phanfnazeutisch geeigneten 
und physiologlsch annehmbaren TrSger und gegebenenfaiis weiteren geeigneten 
15 Wirk-, Zusatz- oder IHilfsstoffen in eine geeignete Darreichungsfonm bringt. 

10 Die erfindungsgemaBe Zubereitung kann auch Kompositionen oder 

Kombinationspackungen umfassen, in denen die Bestandteile nebeneinander 
gestellt sind und deshalb gleichzeitig, getrennt oder zeitlich abgestuft an ein und 
denselben menschlichen oder tierischen Kdrper angewendet werden konnen. 
Bevorzugt ist die zeitlich abgestufte Applikation von der Verbindung der Formet I 
25 15 und/oder 1 1 vor der Applikation der Verbindung, die die enterohepatische Zirkulation 

der Verbindung der Formel I oder II im wesentlichen verhindert, Hierzu wind 
beispielsweise zuerst N-(4-Trifluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy-crotonsaureamid 
(im folgenden als Verbindung 1 bezeichnet) appliziert. Colestyramin, das die 
enterohepatische Zirkulation der Verbindung 1 im wesentlichen verhindert, wird 
20 zeitlich versetzt, also z.B. 2 Stunden oder 4 Stunden nach der Gabe der Verbindung 
1 , appliziert. Durch diese zeitlich versetzte Gabe der Verbindung 1 und Colestyramin 
wird die Verbindung 1 zun3chst ungehindert aus dem Verdauungstrakt resorbiert. 
Nach der Gabe von Colestyramin, welches systemisch nicht resorbiert wird, wird die 
uber die Galle ausgeschiedene Verbindung 1 an Colestyramin gebunden und kann 
25 daher nicht wieder reabsorbiert werden; dadurch wird eine Unterbrechung der 
enterohepatischen Zirkulation bewirkt. Durch diese Mal^nahme werden die 
Wirkungsdauer und die Blutspiegel der Verbindung 1 drastisch reduziert. Trotz 
dieser drastisch reduzierten Blutspiegel wird die Wirksamkeit im pathologischen 
Tiermodeil, wie der Adiuvans Arthritis bei einer niedrigen. gerade noch wirksamen 

45 

30 Dosierung von etwa 2,5 w^gfT ag an der Verbindung 1 durch die Gabe von 

Colestyramin nicht vermindert. Werden im gleichen Tiermodeil hohe Dosierungen 
von 25 mg/kg/Tag der Verbindung 1 eingesetzt, welche bereits zu verschiedenen 
50 Nebenwirkungen fuhren, so beobachtet man durch Gabe von Colestyramin eine 
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deutliche Verminderung der Nebenwirkungen unter Beibehaltung der erwiinschten 
Wir1<ungen auf das Immunsystem. 

Die erfindungsgemSfie Zubereitung kann als Dosierelnheit in Form von 
Arzneiformen wie Kapsein (einschlie&iich MIkrokapsein, die im allgemeinen keine 
5 phamnazeutischen TrSger enthalten). Tabletten einschliefllich Dragees und Pillen, 
Oder Zgipfchen vorliegen, wobei bei Verwendung von Kapsein das Kapselmaterial 
die Funktion des Triggers wahmehmen und der Inhait z. B. als Pulver, Gel, Losung 
15 Emulsion oder Dispersion vorliegen kann. Besonders vorteilhaft und einfach ist as 

jedoch. orale oder perorale Formuiierungen mit den beiden Wirkstoffkomponenten 1 ) 
10 (z.B. Colestyramin) urid 2) (Verbindung der Forme! I und/oder tl) herzustellen, die die 
berechneten Mengen der Wirkstoffe zusammen mit jedem gewunschten 
pharmazeutischen Trager enthalten. Auch eine entsprechehde Fomnulierung 
(ZSpfchen) fQr die rektale Therapie kann angewandt werden. Ebenso ist die 
transdemnale Appllkation in Form von Salben oder Cremes, parenterale 
25 15 (intraperitoneale, subRutane, intramuskulare) Injektion oder orale Applikation von 

Losungen. die die erfindungsgemSden Kombinationen enthalten, mdglich, Salben, 
Fasten, Cremes und Puder konnen neben dem Wirkstoff die Qblichen Tragerstoffe 
enthalten, z. B. tierische und pflanzliche Fette. Wachse, Paraffine, Starke, Tragant, 

30 

Cellulosederivate. Polyethylenglykole, Silicone, KieselsSure. Aluminiumhydroxid, 
20 Taikum, Zinkoxid. Milchzucker, Bentonlte, Caldumsilikat und Polyamldpulver oder 
Gemische dieser Stoffe. Die Tabletten, Pllieri oder Granulatk5rper kdnnen nach 

3^ Verfahren wie Prel^-, Tauch- oder Wirbelbettverfahren oder Kesseldragiemng 

hergestellt werden und enthalten TrSgermittel und andere ubiiche Hilfsstoffe wie 
Gelatine, Agarose, Starke (z. B. Kartoffel-. Mais- oder Weizenstarke), Cellulose wie 
25 Ethylcelluiose, Siliziumdioxid, Magnesiumcarbonat, verschiedene Zucker wie 

^ Milchzucker und/oder Calciumphosphate. Die Dragierlosung t>esteht gewohnlich aus 

Zucker und/oder StSrkesirup und enthalt meistens noch Gelatine, synthetische 
Celluloseester, Gumml arabicum. Polyvlnylpyrrolidon, Pigmente, oberfldchenaktive 
Substanzen. Welchmacher und Shnliche Zusdtze entsprechend dem Stand der 

45 

30 Technik. Zur Herstellung der Zubereitungsformen kann jedes tibliche Fliefi- 
regulierungs-, Schmier- oder Gleitmittei wie Magnesiumstearat und Trennmittel 
venwendet werden. Bevorzugt haben die Zubereitungen die Form von Mantei-ZKem- 
^ Tabletten oder Mehrschichttabletten, wobei sich die Wirkkomponente 2 im Mantel 
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5 bzw. im Kem bzw. In einer Schicht befindet, w^hrend sich die Wirkkomponente 1 im 

Kern, im Mantel oder in einer anderen Schicht befindet Die Wirkstoffkomponenten 
k6nnen auch in retardierter Fomn voriiegen oder an Retardiemngsmaterial adsorbiert 
bzw. im Retardierungsmateriai (z. B. Cellulose^ oder Polystyrolharzbasis. z. B. 

10 

5 Hydroxyethylcellulose) eingeschlossen sein. Eine vefzfigerte Freisetzung der 
Wirkstoffe kann auch enreicht werden, indem die betreffende Schicht bzw. das 
Kompartlment m'rt Ublichen magensaflunldslichen OberzOgen versehen wird. 
15 Bevorzugt ist efne verzogerte Freisetzung der Verbindung, die die enterohepatische 

Zirkulation der Verbindung der Formel I oder 11 im wesentiichen verhindert. 
10 Die anzuwendende Dosierung ist selbstverstandlich abhangig von verschiedenen 
Faktoren wie dem zu behandelnden Lebewesen (d. h. Mensch oder Tier). Alter. 

20 

Gewicht, altgemeiner Gesundheitszustand. dem Schweregrad der Symptome. der zu 
behandelnden Erkrankung. eventuellen Begieiterkrankungen (falls vorhanden). der 
Art der begleitenden Behandlung mit anderen Arzneimittein, oder Haufigkeit der 
25 15 Behandlung. Die Dosierungen werden im allgemelnen mehrfach pro Tag und 

vorzugsweise einmal bis dreimal pro Tag verabreicht. Die ven^^endeten Mengen an 
Einzelwirkstoff orientieren sich hierbei an der empfohlenen Tagesdosis des 
jeweiligen Einzelwirkstoffs und sollen im allgemeinen im Kombinatlonspraparat von 

30 

10 % bis 300 % der empfohlenen Tagesdosis liegen, bevorzugt von 50 % bis 1 50 %, 
20 insbesondere bei 80 %. Die geeignete Therapie mit den erfindungsgemdGen 

Komblnationen besteht somit z.B. in der Verabreichung von einer. zwei oder 
33 3 Einzeldosierungen der Zubereitung bestehend aus N-(4-Trifluonnethylphenyl)-5- 

methylisoxazol-4-carboxamld) oder N-(4-Trifluonfnethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy- 

crotonsSureamid in einer Menge von 2 mg bis 250 mg, bevorzugt 5 mg bis 150 mg. 
25 insbesondere 10 mg bis 50 mg, insbesondere bevorzugt 10 mg bis 20 mg und 

Colestyramin in einer Menge von 250 mg bis 6000 mg, insbesondere von 1500 mg 

bis 3000 mg. 



Femer kOnnen die erfindungsgemSden Zuberettungen auch zusammen mit anderen 
30 geelgneten Wirkstoffen, beisplelsweise Antiuricopathika, Analgetlka, steroidalen oder 
nichtsteroidalen Antiphlogistika, Thrombocytenaggregationshemmern, Cytokinen, 
Cytokinagonisten. Cytokinantagonisten oder immunsuppressiven Verbindungen wie 
Cyclosporin A. FK 506 oder Rapamycin eingesetzt werden. 
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Beispiel 1 

Adjuvans Induzierte Arthritis, Modifikatlon nach Perper 
5 (Proc. Soc. exp. Biol. Med. 137, 506 (1971 )) 

Ats Versuchstiere dienten mMnnliche Ratten eines Lewls-Stammes (Moeliegard, 
Danemark) mit einem KOrpergewicht von 160 bis 210 g. Die Tiere erhielten am 1. 
15 Tag eine subkutane Injektion in die Sciiwanzwurzel mit kompletten Freund'schen 

Adjuvans, enthaltend eine Mycobacterium butyricum Suspension in schwerem 
10 Paraffin Ol (Difco; 6 mg/i<g in Paraffin Ol; Merck). Die Verbindungen N-(4-Trifluor- 
methylphenyI}-2-cyan-3-hydroxy-crotons§ureamid und Colestyramin wurden in 
Carboxymethylcellulose (1 % in Wasser) suspendiert und oral verabreicht Die 
Verbindungen wurden einmal tSglich vom 1 . bis zum 17. Versuchstag appliziert; 
' dann erfolgte die Bestinimung des Pfotenvolumens und Arthritis-Index am 1 8. Tag. 



20 



25 15 



30 



Die Scliwere der Erkrankung wurde durch Messung des Pfotenvolumens beider 
Hinterpfoten bestimmt. Die Messung erfolgte durch die WasserverdrSngungs- 
methode mit einem Plethysmometer 2060 (Rhema-Labortechnik, Hofheim, 
Deutschland). Femer erfolgte die Bestimmung des Arthritis Index am 18. Tag nach 
20 der Injektion. 



3^ Bestimmung des Arthritis Index: 

1 . Ohren 0,5 Punkte fOr jedes Ohr an dem eine Rotung auftritt und 

Knoten gebildet werden 
25 2. Nase 1 Punkt fur Bindegewebsschwellung 

^ 3. Schwanz 1 Punkt fur das Auftauchen von Knoten 

4. Vorderpfoten 0,5 Punkte fur jede Pfbte an der wenigsten eine 

EntzQndung an einem Gelenk auftritt 

5. Hinterpfoten 1 Punkt fur leichte EntzQndung (Schwellung) 

45 

30 2 Punkte fUr eine mlttelstarke EntzQndung 

3 Punkte fur eine massive Entziindungsreaktion 
Tiere einer Kontnollgmppe "Arthritis Kontrolle" erhielten am 1. Tag eine subkutane 
^ Injektion in die Schwanzwurzel mit kompletten Freund'schen Adjuvans und erhielten 
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5 aber nur das L6sungsmittel (1 % CarboxymethylcellLitose in Wasser). Pro Dosierung 

und in der Kontrollgruppe wurden jeweils 6 TIere verwendet. Als weitere 
Kontrollgmppe "gesunde Kontrolle" wurden unbehandelte Tiere eingesetzt. Als 
Wirkungskriterium diente die Herabsetzung der Pfotenvolumenzunahme und die 

10 

5 Abnahme des Arthritis Index gegenuber der unbehandelten Kontrollgruppe und das 
Gewicht der Tiere jeweils in Prozent und bezogen auf die Arthritis Kontrolle. 
In der folgenden Tabelle wird N-{4-Trifiuormethyiphenyl>-2-cyan-3-hydroxy- 
15 crotonsdureamid als Verbindung 1 bezeichnet. Cotestyramin wurde 4 Stunden 

spSter als Verbindung 1 appliziert. Tabelle 1 zeigt die ertialtenen Ergebnisse. 

10 

Tabelle 1 



£1/ 




Wirksubstanz 


Pfotenvolumen 


Arthritis Index 


Gewicht 






(mg/kg 


(%) 


(%) 


(%) 






Lebendgewicht) 








25 


gesunde Kontrolle 








30 




Arthritis Kontrolle 








18 




Colestyramin 


1000 


35 


44 


8 


30 


Verbindung 1 


2,5 


-63 


-77 


20 


Verbindungi + 
Cotestyramin 


2,5 + 1000 


-70 


-92 


20 




Verbindung 1 


7,5 


-83 


-92 


18 


35 


Verbindung 1 + 
Colestyramin 


7.5 + 1000 


-73 


-95 


27 




Verbindung 1 


25 


-92 


-100 


-2 




Verbindungi + 


25 + 1000 


-72 


-100 


3 


40 


Colestyramin 











die in der Tabelle gezeigten Werte mit Zeichen geben Abnahme an; alle anderen 
Werte geben Zunahme im Verglelch zum Anfang des Versuchs an 



45 

15 Die mit der erfindungsgemdf^en Zubereitung behandelten Tiere zeigten eine 

Gewichtszunahme, die bei den Mengen 2,5 und 7,5 der Verbindung 1 der gesunden 
Kontrolle sehr nahe kam und signlfikant besser als mit der Verbindung 1 alleine war, 
^ wdhrend die Wirksamkeit der Verbindung 1 voltstdndig erhalten blieb. 
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Beispiel 2 

Die Versuchsbedingungen sind analog zu Beispiel 1. Es wurden die Wirkungen der 
Verbindung 1 und Colestyramin auf die Menge an roten Blutk5rperchen (RBC). 
Hamoglobingehalt (HGB), Hamatokrit (HCT), Menge an Glutamat-Oxalacetat- 
Transaminase (GOT) und Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) bestimnnt. 
Cotestyramin wurde 4 Stunden sp3ter als Verbindung 1 appliziert. Tabelle 2 zeigt die 
erzielten Ergebnisse. 



Tabelle 2 





Wirksubstanz 


Pfoten- 


Arthritis 


GOT 


GPT 


RBC 


HGB 


HCT 


An- 




(mg/kg 


volumen 


Index 


(U/I) 


(U/1) 


rio^/ 


(g/di) 


(%) 


zahl 




Lebend- 


(%) 


(%) 






mm^) 






der 




gewicht) 
















Tiere 


gesunde Kontrolle 








50.4 


23,6 


7,4 


13,1 


38,9 


4 


Arthritis Kontroile 








50.8 


20,3 


7,3 


13,0 


38.0 


6 


Colestyramin 


1000 


10 


22 


43,5 


25,2 


7,6 


10,2 


31,4 


6 


Verbindung 1 


25 


-92 


-100 


85,3 


25,1 


3,8 


6,1 


18,7 


6 


Verbindung 1 + 


25 + 1000 


-72 


-100 


52.5 


21,5 


6.08 


10,2 


31,4 


5 


Colestyramin 





















die in der Tabelle gezeigten Werte mit Zeichen geben Abnahme an; alle anderen 
Werte geben Zunahme im Vergleich zum Anfang des Versuchs an 



Die mit der erfindungsgemdf^en Zubereitung behandelten Tiere zeigten eine 
Normalisierung der Menge an roten Blutkorperchen (RBC), Hamoglobingehalt 
(HGB). Hamatokrit (HCT), Menge an Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und 
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), die der gesunden Kontrolle sehr nahe kam 
und signifikant besser als mit der Verbindung 1 alleine war, wShrend die Wirksamkeit 
der Verbindung 1 vollstandig erhalten blieb. 
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^ Die Versuchsbedingungen sind analog zu Beispiel 1 . Es wurde die Wirkungen der 

Verbindung 1 und Colestyramin auf die Menge an alkatischer Phosphatase (AP) und 
Amylase bestlmmt. Colestyramin wurde 4 Stunden sp3ter als Verbindung 1 

10 appiiziert. Tabelle 2 zetgt die erzielten Ergebnisse. 

5 

Tabelle 3: 





Wirksubstanz 
(mg/kg 
Lebend- 
gewicht) 


Pfoten- 
volumen 

(%) . 


Arthritis 
Index 

(%) 


AP 

(U/l) 


Amylase 
(U/l) 


Anzahl 
der 

getesteten 
TIere 


gesunde Kontrolle 








312,6 


3058.3 


6 


Arthritis Kontrolle 








231,5 


2251,6 


6 


Colestyramin 


1000 


-60 


-46 


271.8 


2756,6 


6 


Verbindung 1 


25 


-110 


-100 


114,8 


1306,5 


6 


Verbindung 1 + 
Colestyramin 


25+1000 


-86 


-94 


206.6 


2783,3 


3 



die in der Tabelle gezeigten Werte mit Zeichen geben Abnahme an; alle anderen 
30 Werte geben Zunahme im Vergleich zum Anfang des Versuchs an 

10 Die mit der erfindungsgemaden Zubereitung behandelten Tiers zeigten eine 

Normalisierung der Menge an Alkalischer Phosphatase, die der gesunden Kontrolle 
35 sehr nahe kam und signifikant besser als mit der Verbindung 1 alleine war, w^hrend 

die Wirksamkelt der Verbindung 1 vollstSndIg erhalten blieb. 

15 Beispiel 4 

40 

Eine erfindungsgemaile Zubereitung besteht aus einer kleinen Hartgelatinekapsel 
die 400 mg Colestyramin enthSIt und einer gr6fleren Hartgelatinekapsel die 20 mg 
N-(4-Trifluormethyl-phenyl )-5-methyllsoxa2ol-4-carboxamld enthSIt. Die kleinere 
45 Hartgelatinekapsel wird votlstdndig von der gr6lleren Kapsel umfaf^t. Als FLillmaterial 

20 zwischen den beiden Kapsein wird Glucose eingesetzt. 



50 
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PatentansprQche 



1. 

10 

5 

15 

10 

20 
25 
30 

35 15 
40 

20 

45 

25 

50 



Zubereitung, enthaltend 

1 ) mindestens eine Verbindung, die die enterohepatische Zirkulatlon der 
Nukleotidsyntheseinhibitoren im wesentlichen verhindert oder zeitlich 
versetzt die Wirkung der Nukleotidsyntheseinhibitoren antagonisiert. 
und 

2) nnindestens einen Nukleotidsyntheseinhlbitor aus der Gruppe 
Brequinar, Mycophenolatmofetil. 2-Morpho!inoethyI-(E)-6-(1,3-dihydro- 
4-hydroxy-6- methoxy-7-methyl-3-oxoisobenzofuran-5-yl)-4-methyl-4- 
hexenoat. Methotrexate Mizoribine und Verbindungen der Formeln I 
Oder II 



und/oder eine gegebenenfalls stereoisomere Form der Verbindung der 
Formel I Oder II und/oder ein physiologlsch vertrdgllches Salz der Verbindung 



der Formel II, wobel 



fur a) 


(Ci-C4VAIkyl. 


b) 


(C3-C5)-Cycloalkyl. 


c) 


(Cz-CeV-Alkenyl oder 


d) 


(C2-C6)-Alkinyl, steht. 


R^fQra) 


-CFs. 


b) 


-0-CF3. 


c) 


-S-CF3. 


d) 


-OH. 


e) 


-NO2. 
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f) Halogen, 

g) Benzyl, 

h) Phenyl. 

i) -O-Phenyl, 
k) -CN Oder 

I) -O-Phenyl. ein oder mehrfach substituiert mil 

1) (CrC4)-Alkyl. 

2) Halogen, 

3) -O-CF3 Oder 

4) -O-CH3, steht. 

RMur a) (Ci-C4)-Alkyl. 

b) Halogen, Oder 

c) ein Wasserstoffatom steht, und 
XfQr a) eine -CH-Gmppe Oder 

c) ein Stickstoffatom, steht. 



Zubereitung gemaR Anspnjch 1, wobel man eine Verbindung der Formel I 
und/oder II und/oder eine gegebenenfalls stereoisomeren Form der 
Verbindung der Fonmel I oder II und/oder ein Salz der Verbindung der 
Fomnel II einsetzt, wobel 

for a) IVIethyl, 

b) Cyclopropyl oder 

c) (C3-C5)-Alkjnyl steht, 
fur -CF3 Oder -CN steht, 

R^ fur ein Wasserstoffatom oder Methyl steht, und 
X fur eine -CH- Gruppe steht. 



Zubereitung gemSH der Anspmche 1 Oder 2. wobei man N-(4-Trifluormethyl- 
phenyl )-5-methylisoxazol-4-carboxamid ais eine Verbindung der Formel I 
Oder N-(4-Trifluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy-crotonsaureamid , 2-Cyan- 
3-cyclopropyl-3-hydroxy-acrylsaure-(4-cyanophenyl)-amid oder N-(4- 
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Trifluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy-hepl-2-en-6-in-carbonsaureamid als 
Verbindung der Forme) II einsetzt. 

Zubereitung gemSR einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, da& als Verbindung. die die enterohepatische Zirkulation der 
Verbindung der Forme! I oder il im wesentlichen verhindert, eine Verbindung 
aus der Gruppe Colestipol, Colestyramin und Aktivkohle eingesetzt wird. 

Zubereitung gemaR einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl als Verbindung die zeitltch versetzt die WIrkung der 
Nukleotidsyntheseinhibitoren antagonisiert eine Verbindung aus der Gruppe 
Uridin. Purin, Purlnnukleotide oder Pyrlmldinnukleotide eingesetzt wird. 

Zubereitung gemdil einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, da& zusdtzllche Wirkstoffe aus der Gmppe Antiuncopathlka, 
Analgetika, steroidalen oder nichtsteroidalen Antiphlogistika, Cytokinen, 
Cytokinagonisten, Thrombocytenaggregationshemmern, Cytokinantagonisten 
Oder immunsuppressiven Verbindungen wie Cyclosporin A. FK 506 oder 
Rapamycin enthalten sind. 

Zubereitung gemSfl einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, da(^ sie aus Kompositlonen oder Kombinationspackungen 
besteht, in denen die Bestandtelle nebeneinander gestellt sind und deshalb 
gleichzeitig. getrennt oder zeitllch abgestuft an ein und denselben 
menschlichen oder tierischen Kdrper angewendet warden. 

Zubereitung gemaU Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dad die Appllkation 
der Verbindung der Formel I und/oder II zeitllch vor der Appllkation der 
Verbindung, die die enterohepatische Zirkulation der Verbindung der Formel I 
Oder II im wesentlichen verhindert, durchgefOhrt wird. 

Venvendung der Zubereitung gemafi einem oder mehreren der Ansprliche 1 
bis 8 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
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jmmunologischer Erkrankungen. inflammatorischen und zytotoxischen 
Prozessen im Zusammenhang mit gentherapeutischen Eingriffen, 

Krebserkrankungen wie Lungenkrebs, Leukamie, Eierstockkrebs, Sarkome, 
Kaposi's Sarkom, Meningiom, Darmkrebs. Lymphknotenkrebs. Himtumore, 
Brustkrebs, Pankreaskrebs, Prostatakrebs Oder Hautkrebs, 
Autoimmunerknankungen wie systemischem Lupus erythematodes oder 
muitipler Skierose, 
Rheumaerkrankungen, 

Transplantationen oder Graft-versus-Host-Reaktionen oder Host-versus- 
Graft-Reaktionen, 

Erkrankungen, die durch stark prollferierende Zellen verursacht werden, 

Psoriasis oder atypischer Dermatitis. 

Allergie. Asthma. Urticaria. Rhinitis oder Uveitis. 

Typ tUDiabetes, 

zystischer Fibrose. Kolitis, Leberfibrose oder Sepsis. 

Chronisch entzundliche Erkrankungen wie Arterioskierose. IVIorbus Crohn 

Oder Colitis ulcerosa. 

10. Verfahren zur Hersteilung der Zubereitung gemafl der AnsprOche 1 bis 8. 
dadurch gekennzeichnet, dali man mindestens einen 
Nukleotidsyntheseinhibrtor aus der Gmppe Brequinar. Mycophenolatmofetti. 
2-Morpholinoethyl-(E)-6-(1 ,3-dihydro-4-hydroxy-6- methoxy-7-methyI-3- 
oxoisobenzofuran-5-yl)-4-methyl-4- hexenoat Methotrexate Mizorlbine und 
Verbindung der Fonmeln I oder tl und eine Verbindung, die die 
enterohepatlsche ZIrkulation der Verbindung der Formel I oder It im 
wesentllchen verhindert. oder eine Verbindung die zeitlich versetzt die 
Wirkung mindestens eines der Nukleotldsyntheseinhibitoren antagonisiert mit 
einem pharmazeutisch geeigneten und physioiogisch annehmbaren Trager 
und gegebenenfalls weiteren geeigneten WIrk-. Zusatz- oder Hilfsstoffen in 
eine geeignete Dan^eichungsform bringt. 
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